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RESUMO

SILVEIRA, Patricia Ricardino, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de
2012. Respostas oxidativas e alteracoes fisiologicas em tomateiro infectado por
Xanthomonas gardneri. Orientador: José Rogério de Oliveira.

A mancha bacteriana causada por Xanthomonas gardneri ¢ uma das doencas mais
importantes da cultura do tomateiro e é capaz de afetar a producdo de tomate,
principalmente para processamento industrial. Este trabalho teve o objetivo de
verificar as possiveis alteragdes bioquimicas e fisioldgicas em plantas de tomateiro
da cultivar Santa Clara infectadas por X. gardneri. Para isto foi determinada a
atividade de importantes enzimas do sistema antioxidativo, além de alguns
metabodlitos. As principais enzimas quantificadas foram a peroxidase (POX), a
ascorbato da peroxidase (APX), a catalase (CAT), a superéxido dismutase (SOD), a
peroxidase da glutationa (GPX) e a redutase da glutationa (GR). Foram avaliadas as
concentragdes de perdxido de hidrogénio (H,O,), superéxido (O;) e aldeido
maldnico (MDA). Também foram determinados pardmetros relacionados as tocas
gasosas e a fluorescéncia da clorofila @, bem como a concentragdo de pigmentos
fotossintéticos e imagens de fluorescéncia da clorofila a. De uma maneira geral, a
atividade das enzimas quantificadas foi significativamente maior para as plantas
inoculadas em relagdo as plantas ndao inoculadas em quase todos os dias apds
inoculagdo (dai), com excecdo da GPX e da GR que apresentaram maior atividade
significativa somente no ultimo dai. As concentragdes de MDA e O, foram
significativamente maiores para as plantas inoculadas em relacdo as plantas ndo
inoculadas aos 6, 9 e 18 dai e a concentracio de H,O, aos 9 e 18 dai. As
concentragdes de clorofila a e clorofila b foram significativamente menores para as
plantas inoculadas em relagdo as plantas ndo inoculadas aos 6, 9, 12 e 15 dai e a
concentragdo de carotenoides aos 9, 12 e 15 dai. Todos os parametros relacionados as
trocas gasosas foram significativamente menores para as plantas inoculadas em
relacdo as plantas ndo inoculadas em todos os dai. Os pardmetros da fluorescéncia da
clorofila a também apresentaram significativas alteracdes. O rendimento quantico
maximo do fotossistema II (F,/Fn,) e a taxa de transporte de elétrons (ETR) foram
significativamente menores para as plantas inoculadas em relacdo as plantas ndo

inoculadas durante todos os dai. A fluorescéncia inicial (FO) e o quenching nao-
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fotoquimico (NPQ), foram significativamente maiores para as plantas inoculadas em
relacdo as plantas ndo inoculadas durante todos os dai e aos 3, 9 e 12 dai,
respectivamente. O rendimento quantico efetivo do fotossistema II (F’\/F’) foi
significativamente menor para as plantas inoculadas em relacdo as plantas ndao
inoculadas aos 9, 12 e 15 dai e o quenching fotoquimico (qP) aos 3, 6, 12 e 15 dai.
Em relacdo as imagens de fluorescéncia da clorofila a p6de-se observar uma nitida
alteracdo nas imagens dos pardmetros com o progresso da mancha bacteriana. Essas
alteracdes puderam ser verificadas devido a mudancas no padrio de cores das

imagens.
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ABSTRACT

SILVEIRA, Patricia Ricardino, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2012.
Oxidative responses and physiological changes in tomato plants infected by
Xanthomonas gardneri. Advisor: José Rogério de Oliveira.

The bacterial spot caused by Xanthomonas gardneri is one of the most important
diseases of tomato crop and is able to affect the production of tomatoes, mainly for
industrial processing. This study aimed to determine possible biochemical and
physiological changes in tomato plants cultivar Santa Clara infected X. gardneri. For
it was determined the activity of key enzymes of the antioxidant system, and some
metabolites.The main enzymes were quantified peroxidase (POX), the ascorbate
peroxidase (APX), catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), glutathione
peroxidase (GPx) and glutathione reductase (GR). We evaluated the concentrations
of hydrogen peroxide (H,0,), superoxide (O,) and malondialdehyde (MDA). Were
also determined parameters related to the gas holes and chlorophyll fluorescence and
the pigments and the concentration of chlorophyll fluorescence images a. De general,
the enzyme activity was quantified significantly higher plants inoculated with respect
to uninoculated plants in almost every day after inoculation (dai), except for GPX
and GR showed that significantly more activity only in the last dai. The
concentrations of MDA and O, were significantly higher for the inoculated plants
compared to uninoculated plants at 6, 9 and 18 dai and the concentration of H,O, to
give 9 and 18 dai. The concentration of chlorophyll a and chlorophyll b were
significantly lower for the inoculated plants in comparison to plants not inoculated at
6,9, 12 and 15 therefrom and the concentration of carotenoids to 9, 12 and 15 there
from. All parameters related to gas exchange were significantly lower for plants
inoculated compared to uninoculated plants in all dai. The parameters of chlorophyll
fluorescence also showed significant changes. The maximum quantum yield of
photosystem II (F, / F,) and electron transport rate (ETR) were significantly lower
for plants inoculated compared to uninoculated plants during all dai. The initial
fluorescence (FO) and non-photochemical quenching (NPQ) were significantly

higher for the inoculated plants compared to uninoculated plants during all dai and 3,



9 and 12 dai, respectively. The effective quantum yield of photosystem II (F’\/F’y,)
was significantly lower for plants inoculated compared to uninoculated plants at 9,
12 and 15 dai and photochemical quenching (qP) at 3, 6, 12 e 15 dai. In relation to
the images of chlorophyll fluorescence could be observed a clear change in the
parameters of the images with the progress of bacterial spot. These changes could be

verified due to changes in the pattern of color images.



INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) € uma planta origindria da regido
andina da América do Sul. Primeiramente foi domesticado no México e introduzido
na Europa no século XVII, de onde foi disseminado para o restante do continente
europeu. No final deste mesmo século, chegou também na Asia, Africa e Oriente
Médio (Santos e Barbosa, 2011). O tomateiro pertence a familia botanica das
solanidceas e ¢ uma planta herbiacea e cultivada predominantemente como cultura
anual (Jones et al., 1993).

A produgdo mundial de tomate no ano de 2009 foi de 151.151.088 t, a China
€ o maior pais produtor com 45.365.543 t seguida pelos Estados Unidos com
14.141.900 t e India com 11.148.800 t. O Brasil, neste mesmo ano, ocupou a nona
posicdo com uma producdo de 4.310.480 t. A érea total da producdo mundial foi de
4.340.147 ha. A China apresentou a maior area colhida com 920.803 ha, novamente
seguida pelos Estados Unidos e India com 175.440 ha e 599.100 ha, respectivamente.
A éarea colhida do Brasil foi de 67.605 ha (Agrianual, 2012).

Ainda de acordo com dados do Agrianual (2012), a principal regido brasileira
produtora de tomate no ano de 2011 foi o Sudeste, com uma producao de 1.461.802 t
em uma area total de 65.262 ha, onde se destacam os Estados Sdo Paulo com
651.256 t e Minas Gerais com 480.069 t. O Centro-Oeste com producdo de
1.406.058 t também possui grande importincia na produg¢do nacional devido
principalmente ao Estado de Goids que produziu 1.384.181 t no ano de 2011,
destacando-se como o principal Estado produtor. A producdo das demais regides
brasileiras em 2011 foi de 662.795 t no Sul, 566.473 t no Nordeste e 6.307 t no
Norte.

Diante dos vérios fatores que limitam a produtividade do tomateiro, as
doencas ocupam uma posicdo importante, principalmente quando cultivares
resistentes a numerosas doencas ndo sdao plantados (Jones et al., 1993). Dentre as
diversas doencas que diminuem a producao do tomateiro, as de etiologia bacteriana
sdo de grande importancia, com destaque para as causadas por bactérias do gé€nero

Xanthomonas.



A mancha bacteriana foi observada pela primeira vez na Africa do Sul em
1914 e descrita como cancro do tomate por Ethel Doidge em 1920. Praticamente ao
mesmo tempo, uma doenca semelhante foi descrita por Gardner e Kendrick nos
Estados Unidos em 1921, onde recebeu o nome de mancha bacteriana (Jones et al.,
1998). O patdégeno causador da mancha bacteriana passou por uma série de
classificacoes desde o seu primeiro relato e atualmente, de acordo com uma
reclassificacdo proposta por Jones et al., (2004), bactérias do grupo Xanthomonas
pertencem a quatro diferente espécies: X. euvesicatoria, X. perforans, X.vesicatoria
(Doidge) e X. gardneri (Sutic). Embora se tratem de espécies distintas (Jones et al.,
2004), essas manifestam o mesmo quadro sintomatolégico em tomateiro (Lopes e
Quezado-Duval, 2005).

O primeiro relato da mancha bacteriana no Brasil ocorreu no ano de 1959,
em regioes produtoras de tomate do Estado de Sao Paulo (Rodrigues Neto et al.,
1984) e o primeiro surto causado por X. gardneri em tomate para processamento
industrial em regides produtoras do centro-oeste (Quezado-Duval et al., 2004).

Os sintomas da mancha bacteriana podem ocorrer em toda a parte aérea do
tomateiro (Good e Sasser, 1980). Geralmente as lesdes sdo amarronzadas e circulares
e em condi¢des de elevada umidade apresentam aspecto encharcado. Raramente as
lesdes atingem didmetro superior a 3 mm (Jones et al., 1993). Quando as condicdes
sdo oOtimas para o desenvolvimento da doenga, as manchas podem coalescer
formando longas estrias escuras. Um amarelecimento generalizado pode ocorrer nos
foliolos com muitas lesdes (Jones et al., 1993).

As condigdes ambientais favordveis ao desenvolvimento da mancha
bacteriana sdo temperaturas entre 24 e 30°C e alta precipitacdo (Jones et al., 1993).
No entanto, em estudo realizado por Aradjo (2010), a espécie X. gardneri foi mais
agressiva a 20°C quando comparada a X. euvesicatoria, X. perforans e X.vesicatoria
sob a mesma temperatura.

As plantas quando expostas a condi¢des de estresse abidtico e/ou bidtico sdo
capazes de induzir uma répida produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), as
quais podem causar danos celulares e também atuar como sinalizadoras de respostas
ao estresse (Resende et al., 2003). Normalmente no metabolismo da planta ocorre a
produgdo de ERO, porém em condi¢Oes de estresse ocorre um desequilibrio entre a

producdo e eliminagcdo das mesmas (Mittler, 2002; Neill et al., 2002). As ERO sao



também responsdveis por danos que levam a peroxidacdo de lipideos das membranas
celulares e o acimulo de MDA (Mittler, 2002; Lamb e Dixon, 1997).

As principais formas de ERO geradas durante a explosdo oxidativa tem
origem no oxigénio molecular (O;) que, ao sofrer reducdo parcial através de uma
sucessiva adi¢do de elétrons, é capaz de gerar per6xido de hidrogénio (H,0;), anion
superoxido (O;) e radical hidroxila livre (OH") (Resende et al., 2003). Estudos
recentes tém demonstrado que o H,O, atua como sinalizador de respostas em plantas
expostas ao estresse tanto abidtico quanto bidtico e é capaz de agir diretamente sobre
os patégenos (Neill et al., 2002; Wojtaszek, 1997). A capacidade de movimentacao
celular do H,O, deve-se ao fato desse ndao possuir cargas podendo, assim, translocar-
se livremente entre as membranas das células (Resende et al., 2003).

Como objetivo de amenizar os danos causados pelo excesso de ERO, as
plantas desenvolveram mecanismos de remocao dessas espécies reativas por meio da
produgcdo de compostos enzimdticos e ndo enzimdticos (Apel e Hirt, 2004). O
sistema antioxidante ndo enzimdtico envolve compostos como a glutationa, o
ascorbato, os tocoferdis, os flavondides, os alcaldides e os carotenoides (Apel e Hirt,
2004). Ja o sistema antioxidante enzimatico envolve uma série de enzimas como a
superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a peroxidase (POX), a ascorbato da
peroxidade (APX), a peroxidase da glutationa (GPX) e a redutase da glutationa (GR).
A SOD ¢ a primeira a atuar promovendo a dismutagao do anion O, para H,O, o qual
€ posteriormente detoxificado pelas enzimas CAT, GPX, APX e POX e GR. A APX,
em sua primeira reagdo de catalizacdo, usa o ascorbato como agente redutor, gerando
H,0 e MDA (Apel e Hirt, 2004).

Virios relatos na literatura t€ém mostrado distdrbios fisioldgicos envolvendo
alteracOes fotossintéticas em plantas infectadas por fungos (Shtienberg, 1992;
Lorenzini et al., 1997; Jesus Junior et al., 2001), bactérias (Ribeiro, 2002) e virus
(Guo et al., 2005). Em decorréncia do processo infeccioso desses patdgenos, ocorrem
alteracoes na taxa liquida de assimilacdo de carbono (A), na condutancia estomética
(gs), na relacdo da concentracdo interna e externa de carbono (Ci/C,) e na taxa de
transpiracdo (E) como relatado em trabalhos realizados pelos autores acima citados.

A anélise da fluorescéncia da clorofila a tem sido uma importante ferramenta
em estudos que mostram alteracOes em plantas expostas a condi¢cdes ambientais de

estresse, principalmente por se tratar de uma técnica ndo invasiva, ndo destrutiva e



sensivel, capaz de fornecer um diagndstico pré-sintomdtico e mostrar alteracdes no
aparato fotossintético de plantas infectadas por patégenos (Krause e Weiz, 1991;
Rolfe e Scholes, 2010).

Os pigmentos fotossintéticos responsaveis pela captura da energia luminosa
nas plantas sdo os carotendides e as clorofilas a e b, sendo o tipo a mais amplamente
distribuido. As clorofilas estdo presentes nos fotossistemas I (FSI) e II (FSII) e
quando absorvem a energia luminosa adquirem um estado de excitacdo, tornando-se
momentaneamente instiveis. Esse excesso de energia absorvido deve ser liberado
para que as clorofilas retornem ao seu estado base. Existem quatro formas de
dissipacdo desta energia as quais sdo: a reemissdo de fotons, processo este conhecido
como fluorescéncia; a conversdo do excesso de energia em calor; a transferéncia de
energia quando uma molécula excitada é capaz de transferir sua energia para outra
molécula e finalmente o processo fotoquimico, onde o excesso de energia provoca a
ocorréncia das reacdes fotoquimicas da fotossintese (Taiz e Zeiger, 2009).

Sob condi¢des normais, as plantas direcionam a maior parte da energia
absorvida pelos pigmentos fotossintéticos para os processos fotoquimicos da
fotossintese; porém quando sdo expostas ao estresse, diminuem sua efici€éncia
fotossintética e esta se reflete em alteragdes no aparato fotossintético e no aumento
da fluorescéncia da clorofila a (Lichtenthaler e Miehé, 1997). Caso a energia
luminosa absorvida seja maior do que a capacidade de utilizacdo nos processos
fotoquimicos, os mecanismos de fotoprotecio e fotoinibicdo serdo ativados
(Demmig-Adams, 1992).

Reducdo na eficiéncia fotossintética pode ocorrer devido a agdo de
mecanismos fotoprotetores que amenizam o excesso de excitacdo causado pela
menor dissipacdo de energia através do transporte de elétrons (ETR), o que acarreta
um aumento do quenching ndo-fotoquimico (NPQ) e diminui¢do do rendimento
quantico miaximo (F/F,) e do rendimento quantico efetivo (F’/F’) do FSII
(Demmig-Adams, 1992). A ocorréncia de processos fotoinibitdrios indica que a
capacidade de fotoprotecdo foi excedida, o que pode levar a um declinio em F,/Fy,
(Aratjo e Deminicis, 2009). Os parametros quenching fotoquimico (qP) e
fluorescéncia inicial (FO) também podem ser afetados como observado em trabalhos

relalizados por Alves et al., (2011) e Nogues et al., (2002).



Atualmente, a andlise da imagem da fluorescéncia da clorofila a tem sido
bastante utilizada em pesquisas envolvendo plantas sob estresse bidtico, pois
diferente da técnica que ndo utiliza imagens, onde as mensuragdes sdo pontuais, essa
técnica proporciona uma maior homogeneidade na avaliacdo dos parametros da
fluorescéncia relacionados a fotossintese (Gorbe e Catalayude, 2012).

Embora os estudos sobre fluorescéncia de imagem da clorofila a tenham
apresentado avangos, pouco sdo os trabalhos com patégenos bacterianos foliares. As
poucas pesquisas existentes concentram-se principalmente em patovares biotréficos e
hemibiotréficos de Pseudomonas syringae e abordam o uso da fluorescéncia de
imagem para diagndsticos pré-sintométicos e possiveis alteragdes no metabolismo do
hospedeiro. Como a resposta hipersensitiva (HR) € um mecanismo de defesa comum
e efetivo contra patégenos biotréficos, comparagdes também té€m sido feitas entre
isolados virulentos e avirulentos de Pseudomonas syringae em plantas de Arabdopsis
thaliana (Rolfes e Scholes, 2010).

Frente a tais informacdes e a falta de estudos bioquimicos e fisiol6gicos em
tomateiro infectado por X. gardneri, os objetivos deste trabalho foi verificar as
possiveis alteracdes no metabolismo do estresse oxidativo, na fotossintese e nos

parametros da fluorescéncia da clorofila a na interagao tomateiro-X. gardneri.



MATERIAL E METODOS

Crescimento do tomateiro:

Sementes de tomateiro da cultivar Santa Clara foram semeadas em vasos de
plastico contendo 2 kg de substrato Topstrato HT (Vida Verde, Mogi Mirim, SP).
Para cada quilo de substrato, foi adicionado 1,63 gramas de fosfato de cdlcio
monobdsico e, em seguida, 4 sementes de tomate foram semeadas em cada vaso.
Apés emergéncia, efetuou-se o desbaste deixando-se apenas uma planta por vaso. As
plantas foram adubadas quinze dias apds semeadura com 50 ml de solu¢@o nutritiva
contendo, em mg L'l, 192 de KCl, 104,42 de K;SOy4, 150,35 de MgS0O4.7H,0, 61 de
uréia, 0,27 de NH4sMO,;0.4.4H,0O, 1,61 de H3;BOs;, 6,67 de ZnSO4, 1,74 de
CuS04.5H,O0 e 4,10 de MnCl,.4H,O, 4,08 de FeSO4.7H,O e 5,58 de EDTA

bissddico. Essa solucao foi aplicada semanalmente e as plantas irrigadas diariamente.

Obtencao do isolado de Xanthomonas gardneri e inoculacao do tomateiro:

O isolado de X. gardneri foi obtido da colec¢do de culturas de fitobactérias do
Laboratorio de Bacteriologia do Departamento de Fitopatologia da Universidade
Federal de Vigosa, MG, Brasil. O isolado, preservado em freezer -80 °C, foi repicado
e cultivado em meio Kado 523 (Kado e Heskett, 1970) por 48 h na temperatura de
28°C.

Para o preparo do inéculo, placas de Petri com meio Kado 523 solidificado
foram semeadas com 200 uL de suspensdao bacteriana, a qual foi cultivada
inicialmente em meio de cultura 523 liquido. A suspensao foi espalhada no meio
sOlido com o auxilio de uma al¢a de Drigalsk. As placas foram incubadas por 48 h na
temperatura de 28°C. Apds este periodo, foi adicionada dgua de torneira nas placas
de Petri contendo o crescimento bacteriano. A suspensdo bacteriana obtida foi

ajustada em espectrofotdmetro para ODs4o= 0,3 (5 X 108 UFC/mL).

As plantas foram inoculadas com a suspensdo bacteriana utilizando um
atomizador De Vilbs n° 15 aos 38 dias apGs semeadura, quando apresentavam de 5 a
6 folhas completamente expandidas. Apos inoculacdo, as plantas foram mantidas em

cAmara de nevoeiro com temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 h de luz. As 24 h



apdés inoculacdo, as plantas foram transferidas para casa de vegetacdo com

temperatura de 25 + 3°C onde permaneceram até a finalizacdo do experimento.

Determinacido das atividades das enzimas: peroxidases (POX, EC 1.11.1.7),
ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11), catalase (CAT, EC 1.11.1.6),
superdoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), glutationa peroxidase (GPX, EC
1.11.1.9) e redutase da glutationa (GR, EC 1.11.1.6):

Amostras da segunda, terceira e quarta folha das plantas de tomateiro, nio
inoculadas e inoculadas com X. gardneri, foram coletadas aos 3, 6, 9 e 18 dias apds
inoculacdo (dai). As amostras foram colocadas individualmente em embalagens de
papel aluminio e rapidamente congeladas em nitrogénio (N;) liquido. Em seguida, as

amostras foram armazenadas em ultrafreezer a -80°C para posterior andlise.

Para a obtencdo do extrato foliar para determinar a atividade das enzimas
POX, APX, CAT, SOD e GPX, 0,3 g de fragmentos de folhas foram macerados com
N, liquido em almofariz até a obtencdo de um p6 fino. O pd obtido foi
homogeneizado em 2 mL de tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 6,8) contendo
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfénico
(PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVP) 2% (m/v). O homogeneizado foi
centrifugado a 12.000 x g por 15 min a 4°C e o sobrenadante foi dividido em

aliquotas que foram usadas como extrato para as determina¢des enzimaticas.

Para a obtencdo do extrato foliar para determinar a atividade da enzima GR,
0,3 g de fragmentos foliares foram macerados conforme descrito acima. O p6 obtido
foi homogeneizado em 2 mL de tampado fosfato de potdssio 100 mM (pH 7.5)
contendo EDTA 0,1 mM, DL-ditioteitol 1 mM, PMSF 1 mM e PVP 2% (m/v). O

homogeneizado foi centrifugado conforme descrito anteriormente.

A atividade da POX foi determinada pela oxidacdo do pirogalol, de acordo
com a metodologia proposta por Kar e Mishra (1976). A mistura de reacdo foi
constituida de tampao fosfato de potassio 25 mM (pH 6,8), pirogalol 20 mM e H,O,
20 mM em um volume de 2 mL. A reagdo foi iniciada pela adi¢do de 25 pL do
extrato foliar e a atividade foi determinada pelo consumo de H>O; a 420 nm, durante

1 min a 25°C. O coeficiente de extincio molar de 2,47 mM™" cm’ (Chance e



Maehley, 1955) foi usado para calcular a atividade da POX, a qual foi expressa em

uM de purpurogalina produzida min” mg” de proteina.

A atividade da APX foi determinada pelo método de Nakano e Asada (1981).
A mistura de reacdo foi constituida de tampao fosfato de potdssio 50 mM (pH 6,8),
H,0, 1 mM e ascorbato 0,8 mM em um volume de 2 mL. A reagdo foi iniciada pela
adi¢do de 20 pL do extrato foliar e a atividade foi medida pela oxidac¢do do ascorbato
a 290 nm, durante 1 min a 25°C. O coeficiente de extin¢do molar de 2,8 mM™ cm’
(Nakano e Asada, 1981) foi usado para calcular a atividade da APX, a qual foi

.11 -1 ,
expressa em UM min~ mg~ de proteina.

A atividade da CAT foi determinada pelo método de Cakmak e Marschner
(1991). A mistura de reacdo foi constituida de tampao fosfato de potdssio 50 mM
(pH 6,8) e de H,O, 100 mM em um volume de 2 mL. A reacdo foi iniciada pela
adicdo de 70 puL do extrato foliar e a atividade foi determinada pelo consumo de
H,0, a 240 nm durante 1 min a 25°C. O coeficiente de extingio molar de 36 M~ cm
(Anderson et al., 1995) foi usado para determinar a atividade da CAT, a qual foi

expressa em mM min” mg'1 de proteina.

A atividade da SOD foi determinada pela adi¢do de 25 puL do extrato foliar
em 1,975 mL de mistura de reacdo constituida de tampdo fosfato de s6dio 50 mM
(pH 7,8), metionina 13 mM, azul de p-nitro-tetrazélio (NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM
e riboflavina 2 uM (Del Longo et al., 1993). A rea¢do ocorreu a 25°C sob iluminacio
de lampadas de 15 W. Apés 10 min de exposi¢cdo a luz, a iluminac¢do foi
interrompida e a formazana azul, produzida pela fotoreducdo do NBT, foi medida em
espectrofotometro utilizando-se a absorbancia de 560 nm (Giannopolitis e Ries,
1977). As amostras controle tiveram suas absorbancias medidas a 560 nm utilizando-
se mistura de reacdo mantida no escuro por 10 min. Os valores obtidos foram
subtraidos das leituras das amostras das repeticdes dos tratamentos que receberam
iluminacdo. Uma unidade da SOD foi definida como a quantidade de enzima
necessdria para inibir a fotoreducdo do NBT em 50% (Beauchamp e Fridovich,

1971).

A atividade da GPX foi determinada pela adi¢do de 100 pL do extrato foliar
ao meio de reagdo constituido de tampdo fosfato de potdssio 50 mM, (pH 7,0),

EDTA 1 mM, NaCl 0,114 M, GSH 1 mM, NADPH 0,2 mM, H>0;, 0,25 mM e 1



unidade de redutase da glutationa (Nagalakshmi e Prasad, 2001). O decréscimo na
absorbancia foi medido a 340 nm a 30°C durante o primeiro minuto de reacdo. A
atividade enzimadtica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extincdo molar de

6,22 mM™ cm” (Anderson e Davis, 2004) e expressa em uM min” mg™ de proteina.

A atividade da GR foi determinada pela adi¢do de 100 puL do extrato foliar a
1,9 mL de uma mistura de reac¢do constituida de tampao fosfato de potassio 100 mM
(pH 7,5), EDTA 1 mM, glutationa oxidada (GSSG) 1 mM e NADPH 0,1 mM
preparado em tampao Tris-HCI 0,5 mM (pH 7,5) de acordo com Carlberg e
Mannervik (1985). O decréscimo na absorbancia foi medido a 340 nm a 30°C
durante o primeiro minuto de reagdo. A atividade da GR foi calculada utilizando-se o
coeficiente de extingdo molar de 6,22 mM™' cm’ (Foyer e Halliwell, 1976) e

.1 1 .,
expressa em uM min~ mg~ de proteina.

Determinacdo das concentracoes de aldeido malonico (MDA), peréxido de

hidrogénio (H,0,) e superoxido (Oy):

Amostras da segunda, terceira e quarta folha das plantas de tomateiro, ndo
inoculadas e inoculadas com X. gardneri foram coletadas aos 3, 6, 9 e 18 dai. As
amostras foram colocadas individualmente em embalagens de papel aluminio e
rapidamente congeladas em N, liquido e armazenadas em ultrafreezer a -80°C para
posterior andlise. A determinagdo da absorbancia de MDA e O, foi realizada em

espectrofotometro enquanto que para o H,O, as leituras foram realizadas em um

leitor de placas de ELISA (modelo ASYS UVM 340).

Para a determinacdo da concentragdo de MDA, amostras de 200 mg de tecido
foliar foram maceradas em N, liquido em almofariz até a obtencdo de um p6 fino. O
p6 obtido foi homogeneizado em 2 mL constituido de 4cido tricloroacético (TCA)
1% (m/v). O homogeneizado foi centrifugado a 12000 x g, durante 15 min a 4 °C.
ApOs centrifugagdo, 0,5 mL do sobrenadante foi adicionado a 1,5 mL da solugdo de
acido tiobarbiturico 0,5% (m/v) (preparado em 20% (m/v) de TCA) e incubado em
banho-maria a 95°C por 30 min. Apds esse periodo, a reacao foi parada em banho de
gelo. As amostras foram centrifugadas a 9000 x g por 10 min e a absorbancia
especifica do sobrenadante foi determinada a 532 nm. A absorbéncia inespecifica foi

mensurada a 600 nm e subtraida do valor da absorbancia especifica. A concentragio
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de MDA foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo de 155 mM ™ cm™ e foi

expressa em umol kg de massa fresca (Heath e Packer, 1968).

Para a determinacdo da concentracdo de O, seguiu-se a metodologia de
Chaytanya e Naithani (1994). Amostras de 200 mg de tecido foliar foram maceradas
em N; liquido em almofariz até a obtencdo de um pé fino. O pd obtido foi
homogeneizado em 2 mL constituido de tampao fosfato de sédio 100 mM (pH 7,2)
contendo 1 mM de dietil ditiocarbamato para inibir a atividade SOD. O
homogeneizado foi centrifugado a 22.000 x g durante 20 min a 4°C. Foram
adicionados 300 pL do sobrenadante ao meio de reacdo constituido de tampao
fosfato de sédio 100 mM (pH 7,2) contendo 1 mM de dietil ditiocarbamato e NBT
0,25 mM. O éanion O, foi mensurado pela capacidade de reducdo do NBT. A
absorbancia do produto final foi mensurada a 540 nm e a formacdo do anion Oy

-1
expressa em AAssog  de massa fresca.

Para a determinacdo da concentracao de H,O,, amostras de 200 mg de tecido
foliar foram maceradas em N, liquido em almofariz até a obtencdo de um p6 fino. O
p6 obtido foi homogeneizado em 2 mL constituido de tampao fosfato de potdssio 50
mM (pH 6,5) e hidroxilamina 1 mM. O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 x
g durante 15 min, a 4°C (Kuo e Kao, 2003). Foram adicionados 100 pL do
sobrenadante ao meio de reacao constituido de FeNH4(SO4) 100 uM, 4cido sulftrico
25 mM, laranja de xilenol 250 uM e sorbitol 100 mM em um volume de 2 mL (Gay
e Gerbicki, 2000). As amostras foram mantidas no escuro por 30 min e a absorbancia
determinada a 560 nm. A concentracido de H,O,, estimada com base em curva padrio

de H,O,, foi expressa em pmol kg'l de massa fresca.

Avaliacio das trocas gasosas:

As avaliacoes dos parametros relacionados as trocas gasosas foram
realizadas no periodo da manha das 9:00 as 12:00 horas utilizando-se um analisador
de gas por infravermelho portatil (IRGA, Li-Cor, modelo LI-6400 Nebraska, EUA)
com cAmara subestomética de 6 cm” em sistema aberto. Os parametros avaliados
foram: g, E, A e arelagdo da concentracdo interna (C;) e ambiente de CO, (Ci/C,). As
mensuracOes foram realizadas em casa de vegetacdo onde as concentracdes de CO,

variaram entre 380 a 400 pmol mol” sob radiacdo fotossinteticamente ativa de 1000
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pmol fétons m~> st As medi¢Oes foram feitas aos 3, 6, 12 e 15 dai nos dois foliolos
previamente marcados da terceira e da quarta folha, a partir da base, das plantas das
repeticdes de cada tratamento. Os mesmos foliolos foram utilizados em todas as
avaliacdes e as leituras foram registradas apenas quando os valores de A e g

tornaram-se estaveis.

Determinacio das concentracoes de clorofila a, clorofila b e de carotenoides:

Aos 3, 6,9, 12 e 15 dai foram coletados dez discos de 10 mm de didmetro dos
foliolos da segunda, terceira e quarta folha a partir da base, das plantas das repeti¢des
de cada tratamento. Os discos foram colocados em recipientes de vidro com
capacidade de 10ml, contendo 5 mL de dimetilsulfé6xido saturado com carbonato de
célcio. Apd6s 24h a temperatura de 25°C, as amostras foram quantificadas
espectrofotometricamente a 470, 649,1 e 665,1 nm em espectrofotdmetro (Evolution
60, Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) e as concentracdes de clorofilas a, b e

. -2
de carotenoides expressas em ug cm .

Avaliacido dos parametros e da imagem de fluorescéncia da clorofila a:

Foi utilizado o fluordmetro Imaging-PAM (modelo IMAG - MAX/L) e o
software Imaging Win (Heinz Walz, Effeltrich, Alemanha) para obtenc¢do dos
pardmetros e das imagens de fluorescéncia da clorofila a. As plantas inoculadas e
ndo inoculadas com X. gardneri foram inicialmente adaptadas ao escuro por 1 hora.
Ap6s este periodo, quatro foliolos foram destacados da terceira folha de cada um dos
tratamentos plantas inoculados e ndo inoculadas de cada uma das quatro repeticdes e
colocados individualmente na camara CCD para obtencio das imagens resolugdo de
640 x 480 pixels. A fluorescéncia inicial (FO), um parametro de escuro, foi o
primeiro a ser determinado. Posteriormente, um pulso de luz saturante foi emitido e
F./Fn foi determinado. Apds exposicdo a luz actinica durante 2 min, os seguintes
parametros de claro foram determinados: F’\/F’,, gP NPQ. A ETR foi determinada
posteriormente. Todos os parametros foram calculados pelo Software Imaging Win,
os quais foram obtidos em seis dreas pré-determinadas na imagem de cada foliolo.

Os parametros e as imagens foram obtidos aos 3, 6,9, 12 e 15 dai.
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Delineamento experimental e analise estatistica dos dados:

Foram realizados dois experimentos. No primeiro obteve-se as amostras para
as andlises bioquimicas e no segundo foram realizadas determinagdes de trocas
gasosas e fluorescéncia da clorofila @, bem como a concentracdo de pigmentos. Os
experimentos foram instalados em delineamento inteiramente casualizado com dois
tratamentos (plantas inoculadas e ndo inoculadas) e quatro repeti¢des. Cada unidade
experimental, de cada tratamento plantas inoculadas e ndo inoculadas, foi constituida
de um vaso plastico de 2 Kg contendo uma planta. As médias das varidveis
relacionadas as enzimas, as trocas gasosas, a fluorescéncia da clorofila a e as
concentragdes de MDA, H,0O; e O, e de pigmentos fotossintéticos foram comparadas
pelo teste ¢ de student ao nivel de 5% de probabilidade utilizando-se o software SAS

(versdo 9.0., SAS Institute Inc., Cary., NC., USA).
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RESULTADOS

Atividade das enzimas POX, APX, CAT, SOD, GPX e GR:

A atividade da POX foi significativamente maior para as plantas inoculadas em
relacdo as plantas ndo inoculadas aos 6, 9 e 18 dai (Fig. 1A). A atividade aumentou
em 38, 44 e 101% aos 6, 9 e 18 dai respectivamente, para as plantas inoculadas em

relacdo as plantas ndo inoculadas.

A atividade da enzima APX foi significativamente maior para as plantas
inoculadas em relacdo as plantas ndo inoculadas aos 9 e 18 dai (Fig. 1B). A atividade
aumentou em 35 e 31% aos 9 e 18 dai respectivamente, para as plantas inoculadas

em relacdo as plantas ndo inoculadas.

A atividade da CAT foi significativamente maior para as plantas inoculadas
em relagdo as plantas ndo inoculadas aos 3, 6, 9 e 18 dai (Fig. 1C). A atividade
aumentou em 14, 8, 11 e 48% aos 3, 6, 9 e 18 dai respectivamente, para as plantas

inoculadas em relacdo as plantas ndo inoculadas.

A atividade da SOD foi significativamente maior para as plantas inoculadas
em relagdo as plantas nao inoculadas aos 6 e 18 dai (Fig. 1D). Esse aumento foi de
14 e 10% aos 6 e 18 dai respectivamente, para as plantas inoculadas em relagdo as

plantas ndo inoculadas.

Tanto a atividade da GPX (Fig. 1E) quanto GR (Fig. 1F) foram
significativamente maiores para as plantas inoculadas em relagdo as ndo inoculadas
somente aos 18 dai. A atividade da GPX aumentou em16 % e da GR em 119% aos18

dai paras as plantas inoculadas em relacao as plantas ndo inoculadas.

Concentracoes de MDA, H,0; ¢ O;":

A concentracdo de MDA foi significativamente maior para as plantas
inoculadas em relacdo as plantas ndo inoculadas aos 6, 9 e 18 dai (Fig. 2A). A
concentragdo foi maior em 18, 20 e 22% aos 6, 9 e 18 dai respectivamente para as

plantas inoculadas em relacdo as plantas nao inoculadas.

A concentragdo de O, foi significativamente maior para as plantas inoculadas

em relacdo as plantas ndo inoculadas aos 6, 9 e 18 dai (Fig. 2B). Este aumento foi de
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56, 41 e 56% aos 6, 9 e 18 dai respectivamente, para as plantas inoculadas em
relacdo as plantas ndo inoculadas. A concentracio de H,O; foi significativamente
maior para as plantas inoculadas em relag@o as plantas ndo inoculadas aos 9 e 18 dai
(Fig. 2C). Esta concentrac¢ao foi maior em 37 e 13% aos 9 e 18 dai respectivamente,

para as plantas inoculadas em relagc@o as plantas nio inoculadas.

Concentracoes de clorofila a, clorofila b e de carotenoides:

As concentragdes de clorofila a (Fig. 3A) e clorofila b (Fig. 3B) foram
significativamente menores para as plantas inoculadas em relacdo as plantas nao
inoculadas aos 6, 9, 12 e 15 dai. A concentragdo de clorofila a e de clorofila » foram
menores em 28 e 42% aos 6 dai, 30 e 43% aos 9 dai, 35 € 44% aos 12 daie 118 e
187% aos 15 dai respectivamente, para as plantas inoculadas em relacdo as plantas

ndo inoculadas.

A concentracdo de carotenoides foi significativamente menor para as plantas
inoculadas em relagdo as plantas nido inoculadas aos 9, 12 e 15 dai (Fig. 3C). A
concentragdo de carotenoides foi menor em 19, 23 e 40% aos 9, 12 e 15 dai

respectivamente, para as plantas inoculadas em relacao as plantas nao inoculadas.

Trocas gasosas:
Os parametros g, (Fig. 4A), E (Fig. 4B), A (Fig. 4C) e Ci/C, (Fig. 4D) foram
significativamente menores para as plantas inoculadas em relacdo as plantas nao

inoculadas aos 3, 6, 12 e 15 dai.

A g5, a E e a A foram menores em 94, 37 e 34% aos 3 dai, 113, 94 e 59% aos
6 dai, 182, 158 e 117% aos 12 dai e 350, 300 e 252% aos 15 dai respectivamente,
para as plantas inoculadas em relagdo as plantas ndo inoculadas. Assim como 0s
demais parametros, a relacdo Ci/C, também apresentou reducio, porém esta foi bem
menor. A redugdo da relacdo Ci/C, foi de 17, 10, 5 e 3% aos 3, 6, 12 e 15 dai

respectivamente, para as plantas inoculadas em relagcdo as plantas ndo inoculadas.
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Parametros e imagens de fluorescéncia da clorofila a

O parametro F,/F,, foi significativamente menor para as plantas inoculadas
em relacdo as plantas ndo inoculadas aos 3, 6, 9, 12 e 15 dai (Fig. 5A). A redugao foi
de 31, 10, 7,5, 29 e 68% aos 3, 6, 9, 12 e 15 dai respectivamente, para as plantas
inoculadas em relacdio as plantas ndo inoculadas. Ja F’\/F’, apresentou-se
significativamente menor para as plantas inoculadas em relacdo as plantas ndao
inoculadas aos 9, 12 e 15 dai (Fig. 5B). A reducao observada foi de 57, 140 e 318%
aos 9, 12 e 15 dai respectivamente, para as plantas inoculadas em relacdo as plantas

ndo inoculadas.

A diferenca significativa observada para os parametros FO e NPQ foi maior
paras as plantas inoculadas em relacdo as plantas ndo inoculadas aos 3, 6,9, 12 e 15
dai para FO (Fig. 5C) e aos 3, 9, 12 e 15 dai para NPQ (Fig. 5D). O aumento em FO
foi de 33, 24, 34, 43 e 62 aos 3, 6, 9, 12 e 15 dai respectivamente. J4 o parametro
NPQ aumentou em 31, 19, 12 € 9% aos 3, 6, 9, 12 e 15 dai, respectivamente. A ETR
foi significativamente menor para as plantas inoculadas em relagdo as plantas ndo
inoculadas aos 3, 6, 9, 12 e 15 dai (Fig. SE). A reducao foi de 33, 36, 36, 166 ¢ 442%
aos 3, 6, 9,12 e 15 dai, respectivamente para as plantas inoculadas em relacdo as

plantas ndo inoculadas.

O gP mostrou-se significativamente menor para as plantas inoculadas em
relacdo as plantas ndo inoculadas aos 3, 6, 12 e 15 dai (Fig. 5F). A reducgdo
observada foi de 60, 36, 73 e 92% aos 3, 6, 12 e 15 dai respectivamente para as

plantas inoculadas em relagdo as plantas nao inoculadas.

As imagens de fluorescéncia da clorofila a demonstram alteracdes em todos
os parametros avaliados, as quais podem ser verificadas por meio da mudanca de
coloragdo no decorrer do progresso da mancha bacteriana nas plantas inoculadas em

relacdo as plantas ndo inoculadas (Fig. 6).

A alteracdo do parametro F,/F, pode ser verificada pelo clareamento da
coloracdo azul tendendo ao verde. O clareamento da coloracdo azul ja pode ser
observado aos 3 dai. Aos 6, 9 e 12 dai, pode-se observar dreas mais claras de
tonalidade esverdeada. Ja aos 15 dai, onde os sintomas da mancha bacteriana ja
estavam bem avangados, além das dreas com um verde bastante intenso, observou-se

também algumas dreas com coloracdo avermelhada e outras bastante escuras
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indicando auséncia de fluorescéncia da clorofila a (Fig. 6). As dreas com coloracdo
azul mais intenso apresentaram valores mais elevados do parametro F,/F; enquanto
que as dreas com azul mais claro tendendo ao verde apresentaram 0S menores

valores.

A alteracdo do parametro F’,/F’;, pode ser observada com a mudanga da
coloracdo amarela e esverdeada nas plantas ndo inoculadas, para a coloracdo
vermelha e alaranjada nas plantas inoculadas. Aos 3, 6 e 9 dai pode-se observar ainda
areas amareladas, porém com regides ja bastante alaranjadas. Aos 12 e 15 dai foi
nitido o predominio de uma coloracdo bastante avermelhada com poucas &reas
alaranjadas, observando-se também regides totalmente escurecidas indicando
auséncia de fluorescéncia da clorofila a (Fig. 6). As dreas amarelas e esverdeadas

apresentaram os maiores valores de F’\/F’,, em relacdo as dreas vermelhas e laranjas.

Para o parametro FO, observou-se uma coloracdo bastante alaranjada nos
foliolos das plantas ndao inoculadas. No entanto, nas plantas inoculadas observou-se
um clareamento desta coloragdo tendendo ao verde em estdgios mais avangados da
mancha bacteriana. Ja aos 3 dai, pode-se observar este clareamento que aumentou
ainda mais aos 6, 9 e 12 dai. Aos 15 dai ja existiam dreas bastante verdes e outras
com inicio de escurecimento (Fig. 6). As dreas com colora¢do laranja intensa
possuiam os menores valores de FO se comparadas com as dreas mais claras e

esverdeadas.

A alteragdo no parametro NPQ pdde ser observada com a mudanca da
coloragao verde observada nas plantas ndo inoculadas para a coloracdo verde azulada
e azul nas plantas inoculadas. Aos 3, 6 e 9 dai ainda ocorreu o predominio de dreas
verdes, porém com aumento da coloracdo azul. Ja aos 12 dai a coloracdo azul foi
predominante. Aos 15 dai, pdde-se observar areas ja bastante escurecidas (Fig. 6). As
areas com coloracdo verde possuiram os menores valores de NPQ se comparadas as

dreas com coloragdes azuis.

A alteragdo do parametro qP pode ser observada devido a mudanca da
coloracdo verdes nos foliolos das plantas ndo inoculadas para imagens com cores
apresentando tons amarelados e alaranjados nos foliolos das plantas inoculadas.
AlteracOes de cor podem ser observadas aos 3, 6 € 9 dai, tornado-se mais acentuadas

aos 12 e principalmente aos 15 dai, onde areas bastante escurecidas ja estavam
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presentes (Fig. 6). As dreas com coloracdo verde resultaram nos maiores valores de

gP se comparadas as dreas com cores amareladas, alaranjadas e também escurecidas.



18

DISCUSSAO

Neste estudo, foi determinada a atividade de algumas importantes enzimas
responsdveis pela remo¢do de ERO durante o processo infeccioso de X. gardneri em
tomateiro. Na literatura existem poucos relatos sobre a atividade enzimdtica em
plantas infectadas por bactérias do género Xanthomonas causadoras da mancha
bacteriana do tomateiro, como por exemplo, trabalhos realizados por Cavalcanti et. al
(2006) e Cavalcanti et al. (2007). Os estudos existentes relacionando patégenos
bacterianos com ERO envolvem, em sua maioria, bactérias do género Pseudomonas
e reagdes de hipersensibilidade (HR) em plantas de fumo ou Arabidopsis (Mehdy,
1994). Este seria entdo o primeiro trabalho a tratar de alteragdes bioquimicas
relacionadas ao estresse oxidativo em plantas de tomateiro infectadas por esta

espécie de bactéria.

Os niveis de produgdo da enzima SOD em plantas sdo dependentes
diretamente da concentragdo do anion superéxido (Wang et al., 2004), pois essa atua
dismutando este anion a H,O,. No presente trabalho, ocorreu aumento significativo
da atividade da SOD aos 6 e 18 dai. Este aumento na atividade da SOD pode ser
considerado uma real evidéncia da producdo de O, como resultante da infec¢ao por
X. gardneri. Isso foi claramente demonstrado por meio da quantificagdo deste anion,
o qual apresentou maiores concentragdes nas plantas inoculadas em relacdo as

plantas ndo inoculadas.

Muitos trabalhos na literatura relatam a atividade da SOD em plantas
expostas ao estresse bidtico e abidtico (Badawi et al., 2004, Ferndndez-Ocaiia et al.,
2011; Tang et al.,, 2006). Em plantas de tomate infectadas por Xanthomonas
vesicatoria, a atividade da SOD foi maior somente na fase final do progresso da
doenca (Cavalcanti et al., 2006) enquanto que no trabalho realizado por Kuzniak e
Skalodowska (2005), a infeccdo de folhas de tomateiro por Botrytis cinerea resultou

em substancial decréscimo da atividade da SOD com o progresso da doenca.

A concentracdo de H,O, neste trabalho manteve-se maior nas plantas
inoculadas em relacdo as plantas ndo inoculadas. Gayoso et al. (2004) também
encontraram resultados semelhantes para a concentracdo de H,O, em folhas de

pimentdo infectadas por Phytophthora capsici.
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As enzimas responsdveis pela remocdao do H»O,, principalmente a CAT,
acompanharam a elevacio da concentracdo deste composto, o que foi observado pela

maior atividade nas plantas inoculadas em relacdo as plantas nao inoculadas.

Neste trabalho, a atividade da CAT manteve-se maior nas plantas inoculadas
em relacdo as plantas ndao inoculadas durante todas as épocas de avaliacdo. J4 em
folhas de tomateiro infectadas por B. cinerea, a atividade da CAT mostrou-se
elevada nas plantas inoculadas somente nos primeiros dias apds a infeccdo
acompanhada de uma queda significativa em relacdo as plantas ndo inoculadas

(Kuzniak e Skalodowska, 2005).

A enzima POX, também responsavel pela remocao do H,O, nao diferente da
CAT mostrou maior atividade para as plantas inoculadas em relacdo as plantas nao
inoculadas, principalmente aos 18 dai. Em folhas de plantas de pimentdo infectadas
por P. capsici, resultado semelhante pdde ser observado quando a POX também
apresentou um pico de atividade no dltimo dia de avaliacdo (Gayoso et al., 2004).
Em trabalho realizado com tomateiro infectado por Xanthomonas vesicatoria, a
atividade da POX também foi maior nas plantas inoculadas em relacdo as plantas nao

inoculadas (Cavalcanti et al., 2006).

A enzima APX, participante do ciclo ascorbato-glutationa, também €& capaz
de remover o H,O; assim como a CAT e a POX. Além disso, em sua primeira reagao
de catalizacdo do H»O,, essa enzima utiliza o ascorbato como agente redutor, gerando
MDA, o qual também € produto da peroxidacdo de lipideos das membranas celulares
(Apel e Hirt, 2004). Desse modo, pode-se sugerir que as maiores concentracdes de
MDA observadas podem ter sido provenientes tanto da acdo da APX quanto da

peroxidacdo dos lipideos devido a a¢do das ERO.

A atividade da APX foi superior para as plantas inoculadas, fato este que
também corrobora com as maiores concentracoes de H,O,. Ainda no trabalho
realizado por Cavalcanti et al. (2006), a atividade da SOD foi significativamente

maior para as plantas inoculadas com X. vesicatoria.

A enzima GPX, participante do ciclo da peroxidase glutationa, converte o
radical H,O, a H,O utilizando a glutationa, a qual é gerada pela GR no ciclo da
ascorbato glutationa (Apel e Hirt, 2004). A atividade das duas enzimas sé foi maior

para as plantas inoculadas em relagdo as plantas ndo inoculadas aos 18 dai. O
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aumento na atividade da GPX também foi observado em raizes de tomateiro
infectadas por Fusarium oxysporum f. sp. lycopercisi (Mandal et al., 2008). A
atividade da GR em folhas de tomateiro infectadas por B. cinerea, diferente do
observado neste trabalho, apresentou-se menor para as plantas inoculadas em relacdo

as plantas ndo inoculadas (Kuzniak e Sklodowska, 2005).

De uma maneira geral, as concentra¢des de O,’, H,O, e de MDA mostraram-
se maiores para as plantas inoculadas em relagdo as plantas ndo inoculadas,
evidenciando que realmente a planta reagiu durante o processo infeccioso de X.
gardneri. Paralelamente a este fato, pode-se observar que as enzimas do estresse
oxidativo determinadas no presente estudo também mantiveram maior atividade nas
plantas inoculadas em relagdo as plantas ndo inoculadas procurando, deste modo,

detoxificar as ERO.

A infeccdo por X. gardneri teve efeito negativo nas trocas gasosas, na
fluorescéncia da clorofila a e também na concentracdo de pigmentos. A A foi
reduzida nas plantas inoculadas em relacdo as plantas nao inoculadas. Essa reducao
na fotossintese certamente reflete os danos ao processo fotossintético ocasionados
pela bactéria. A mesma queda da taxa fotossintética foi observada em folhas de
Arabidopsis inoculadas com isolados virulentos e avirulentos de Pseudomonas
syringae (Bonfing et al., 2006) e folhas de feijoeiro infectadas por Phaeoisariopsis
griseola e Uromyces appendiculatus (Jesus Junior et al., 2001) e por Xanthomonas

axonopodis pv. phaseoli (Diaz et al., 2001).

A g, estd ligada ao processo difusivo da fotossintese que compreende a
translocacdo do CO, do ar externo até os sitios de carboxilagdo nos cloroplastos
(Marenco e Lopes., 2005). Neste estudo, houve reducdo da g, para as plantas
inoculadas em relacdo as plantas ndo inoculadas. A E também acompanhou a
reducdo observada em gs. Reducdes significativas da gs e da E também foram
observadas em folhas de plantas de Eucalyptus urophylla infectadas por Puccinia

psidii (Alves et al., 2011).

Nao diferente dos demais pardmetros das trocas gasosas, a relacdo Ci/Ca,
também foi menor para as plantas inoculadas em relacdo as plantas ndo inoculadas.
A reducdo da relacdo Ci/Ca pode estar ligada a diminuic¢do da gs que limita o influxo

de carbono atmosférico para os espacgos intercelulares da folha e também a limitacdes
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estomdticas. Em trabalho realizado por Lopes e Berger (2001), também houve
reducdo da relacdo Ci/Ca em folhas de plantas de feijdo infectadas por Uromyces
appendiculatus e Colletotrichum lindemuthianum. O contrdrio foi observado em
folhas de plantas de feijdo infectadas por Phaeoisariopsis griseola e Uromyces

appendiculatus (Jesus Junior et al., 2001).

As concentragdes de pigmentos foram significativamente reduzidas para as
plantas inoculadas em relac@o as plantas ndo inoculadas, contribuindo para a reducdo
da taxa fotossintética. Os pigmentos fotossintéticos podem fornecer importantes
informagdes sobre o status fisioldgico das plantas. De acordo com Marenco e Lopes
(2005), diversos estudos tém mostrado relacdes entre a concentracdo de clorofilas e a

capacidade fotossintética.

A fluorescéncia de imagem tem sido utilizada no diagndstico pré-sintoméatico
de plantas sob estresse bidtico e abidtico, tornando possivel a deteccao de alteracdes
nos parametros antes mesmo de serem observados visualmente (Rolf e Scholes,
2010; Gorbe e Catalayud, 2012). Neste trabalho, os sintomas tornaram-se
visualmente evidentes aos 9 dai (Fig. 6), porém as alteracdes nos parametros ji
puderam ser detectadas a partir dos 3 dai, principalmente para F,/F, (Fig. 5A), FO
(Fig. 5C), NPQ (Fig. 5D), ETR (Fig. 5E) e qP (Fig. 5F). Somente F’\/F’, (Fig. 5B)

mostrou alteracao aos 9 dai.

Dentre os parametros de fluorescéncia da clorofila a, F,/F,, € um indicador do
estresse da planta e é mensurado apds a adaptacdo das plantas aos escuro por um
determinado tempo. O valor da relacao F,/F,, reflete a eficiéncia quantica do FSII.
Normalmente em plantas que ndo estdo sob estresse, 0 parametro atinge valores em
torno de 0,8, porém valores bem abaixo de 0,8 podem indicar danos fotoinibitorios
no FSII (Aratjo e Deminicis, 2009; Bjorkman e Powles, 1984). Todos os valores de
F,/Fn observados no presente estudo foram menores para as plantas inoculadas em
relacdo as plantas ndo inoculadas, o que revela danos causados pela bactéria. O
mesmo também foi observado em plantas de fumo infectadas por isolado virulento

de Pseudomonas syringae pv. tabaci (Igbal et al., 2012).

A fluorescéncia inicial (FO), cuja mensuracdo também ocorre apos adaptagado
das plantas ao escuro, apresentou aumento com o progresso da mancha bacteriana.

Este fato também foi verificado em folhas de plantas de eucalipto infectadas por
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Puccinia psidii (Alves et al., 2011). Provavelmente este aumento em FO estd
diretamente ligado a danos causados pela bactéria ao FSII, pois a energia absorvida
pelas clorofilas ao invés de ser utilizada no processo fotoquimico pelo FSII passa a

ser reemitida na forma de fluorescéncia, refletindo em aumento de FO.

O parametro F’\/F’;, foi reduzido nas plantas inoculadas em relacdo as plantas
ndo inoculadas indicando uma menor eficiéncia do FSII na captura de energia de
excitacdo provenientes das clorofilas dos centros de reagdo. Essa reducao de F’\/F’,
também foi observada por Bonfing et al. (2006) em folhas de Arabidopsis infectadas

por isolados virulentos e avirulentos de P. syringae.

A taxa de transporte de elétrons (ETR) também foi impactada em plantas
inoculadas com X. gardneri, o que acabou por afetar o FSII e, consequentemente,

reduzindo os valores de F’/F’ ..

O NPQ apresentou-se superior nas plantas inoculadas em relagdo as plantas
ndo inoculadas. De acordo com Balachandran et al. (1997), em plantas sob estresse
bidtico, o aumento de NPQ indica que a capacidade de fotoprotecdo foi excedida e
que juntamente com a fotoinibicdo contribuem para a degeneragdo do aparato
fotossintético. Esses autores verificaram que plantas infectadas pelo virus do mosaico
do fumo tiveram sua capacidade e efici€ncia fotoquimica afetadas, o que refletiu em

aumento de NPQ.

O gP foi menor para as plantas inoculadas em relagdo as plantas ndo
inoculadas. Esse declinio provavelmente ocorreu porque a capacidade de
fotoprotecao do aparato fotossintético foi excedida. Esta reducao de qP também foi
observada em plantas de tomateiro infectadas por F. o. f. sp. lycopersici (Nogués et

al. 2002).

Os resultados apresentados foram importantes em demonstrar a capacidade
do patégeno X. gardneri em alterar significativamente os processos bioquimicos e
fisiologicos analisados nas plantas de tomateiro infectadas, os quais foram
claramente visualizados pela elevagdo da produgdo de ERO seguido pelo aumento da
atividade enzimdtica, assim como a diminuicdo dos pigmentos fotossintéticos, dos
parametros relacionados as trocas gasosas e alteragdes significativas na fluorescéncia

da clorofila a.
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Figura 1. Atividade das enzimas peroxidase (POX) (A), ascorbato peroxidase (APX)
(B), catalase (CAT) (C), superoxido dismutase (SOD) (D), glutationa peroxidase
(GPX) (E) e redutase da glutationa (GR) (F) em folhas de plantas de tomateiro ndo
inoculadas e inoculadas com Xanthomonas gardneri. Médias dos tratamentos plantas
ndo inoculadas e plantas inoculadas seguidas por um asterisco (*), em cada época de
avaliagdo, diferem pelo teste ¢ ao nivel de 5% de probabilidade. O desvio padrdo da

média estd representado em cada barra.
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Figura 2. Concentracgdes de aldeido malonico (MDA) (A), de anion superdxido (O2)
(B) e de peroxido de hidrogénio (H>O,) (C) em folhas de plantas de tomateiro nao
inoculadas e inoculadas com Xanthomonas gardneri. Médias dos tratamentos plantas
ndo inoculadas e plantas inoculadas seguidas por um asterisco (*), em cada época de
avaliagdo, diferem pelo teste ¢ ao nivel de 5% de probabilidade. O desvio padrdo da

média estd representado em cada barra. MF = massa fresca.
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Figura 3. Concentracdes de clorofila a (A), de clorofila b (B) e de carotenoides (C)
em folhas de plantas de tomateiro ndo inoculadas e inoculadas com Xanthomonas
gardneri. Médias dos tratamentos plantas ndo inoculadas e plantas inoculadas
seguidas por um asterisco (*), em cada época de avaliacdo, diferem pelo teste ¢ ao
nivel de 5% de probabilidade. O desvio padrdo da média esta representado em cada

barra.
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Figura 4. Condutancia estomatica (gy) (A), transpiracao (E) (B), taxa de assimilacao
liquida de CO, (A) (C) e relagdo entre a concentragdo interna e externa de CO,
(Gi/C,) (D) determinadas em foliolos de plantas de tomateiro ndo inoculadas e
inoculadas com Xanthomonas gardneri. Médias dos tratamentos plantas ndo
inoculadas e plantas inoculadas seguidas por um asterisco (*), em cada época de
avaliacdo, diferem pelo teste t ao nivel de 5% de probabilidade. O desvio padrio da

média esté representado em cada barra.
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Figura 5. Rendimento quantico maximo do fotossistema II (FSII) (F./F,) (A),
rendimento quantico efetivo do fotossistema II (FSII) (F’\/F’y,) (B), fluorescéncia
inicial (FO) (C), quenching ndo-fotoquimico (NPQ) (D), taxa de transporte de
elétrons (ETR) (E) e quenching fotoquimico (qP) determinadas em foliolos de
plantas de tomateiro ndo inoculadas e inoculadas com Xanthomonas gardneri.
Meédias dos tratamentos plantas ndo inoculadas e plantas inoculadas seguidas por um
asterisco (*), em cada época de avaliacdo, diferem pelo teste ¢ ao nivel de 5% de

probabilidade. O desvio padrao da média estd representado em cada barra.
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Figura 6. Imagens de fluorescéncia da clorofila a obtidas de foliolos de plantas de
tomateiro nao inoculados (NI) e inoculados com Xanthomonas gardneri aos 3, 6, 9,
12 e 15 dias apds inoculagdo. Os parametros de fluorescéncia da clorofila a avaliados
foram o rendimento quantico maximo do fotossistema II (F,/F,) em foliolos ndo
inoculados (a) e inoculados (al-a5); rendimento quantico efetivo do fotossistema II
(F°\/F’,) em foliolos nao inoculados (b) e inoculados (b1-b5); fluorescéncia inicial
(FO) em foliolos ndo inoculados (c) e inoculados (c1-c5); quenching niao-fotoquimico
(NPQ) em foliolos ndo inoculados (d) e inoculados (d1-d5) e quenching fotoquimico

(qP) em foliolos nao inoculado (e) e inoculados (el-e5).



